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RESUMO - Objetivou-se com este trabalho caracterizar espécies diploides, inclusive a espécie modelo Lotus
japonicus, e linhas endogamicas recombinantes do género Lotus, quanto a tolerancia ao aluminio (Al) téxico utilizando-se
solo 4cido e solugdo nutritiva. Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo, sendo testadas trés espécies
diploides (L. japonicus MG-20 e GIFU, L. filicaulis e L. burtii) e 180 linhas endogdmicas recombinantes. Nos experimentos
com espécies diploides, utilizou-se a alfafa como testemunha sensivel e, nos experimentos com linhas endogamicas
recombinantes, utilizou-se a espécie modelo GIFU. Nos experimentos em solo, foram avaliadas caracteristicas morfoldgicas
da parte aérea e da raiz e, nos experimentos em solucdo nutritiva, apenas o comprimento e crescimento radicular. As
espécies modelo MG-20 e GIFU foram, em geral, as mais produtivas. Os resultados em solucdo nutritiva seguiram padrao
de resposta semelhante ao observado nas avaliagfes em solo acido, sendo a espécie MG-20 superior as demais em todas
as concentragdes de aluminio testadas. Das 180 linhas endogamicas recombinantes testadas, 24 foram superiores e 39
inferiores a espécie GIFU. A grande diversidade observada nas espécies modelo e nas linhas endogadmicas recombinantes
pode auxiliar na futura selecdo de gendtipos cultivados (tetraploides), uma vez que essas espécies possuem um grupo de
marcadores moleculares desenvolvidos que podem ser utilizados na identificagdo de regides responsaveis pela maior ou
menor tolerdncia a toxidez por aluminio.

Palavras-chave: aluminio téxico, espécie modelo, linha endogamica recombinante

Characterization of diploid species of Lotus in response to aluminum
toxicity

ABSTRACT - The objective of this work was to characterize diploid species, including Lotus japonicus model species
and recombinant inbred lines of the Lotus genus for resistance to aluminum (Al) toxicity by using acid soil and nutrient solution.
The experiments were conducted in greenhouse, being tested three diploid species (L. japonicus MG-20 and GIFU, L. filicaulis
and L. burtii), and 180 recombinant inbred lines. In the experiments with diploid species, alfalfa was used as a check, and in
the experiments with recombinant inbreed lines, GIFU model species was used. In the soil experiments, the morphological
characteristics of the aerial part and the root were evaluated, and in the nutrient solution experiment, only the root length
and growth were evaluated. MG-20 and GIF model species were the most productive in general. The results in nutrient solution
followed the response pattern similar to the one observed in acid soil evaluations. The MG-20 genotype was superior to the
others in all Al concentrations tested. Of the 180 recombinant inbred lines tested, 24 were superior and 39 inferior to the GIFU
species. The great diversity observed in the model species and in the recombinant inbred lines can help in future selection of
cultivated genotypes (tetraploids) inasmuch as they have a group of developed molecular markers which can be used at
identification of regions responsible for higher or lower tolerance to aluminum toxicity.
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Introducao pararegiGes marginais, que geralmente apresentam solos

com baixa fertilidade, alta acidez decorrente da toxidez

A crescente pressdo imposta pelaexploracdo intensiva por aluminio. Somente na América tropical, cerca de 850
das grandes monoculturas tem levado as areas de pastagem milhdes de hectares apresentam esse tipo de problema
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(Rao et al., 1993). A selecdo e o melhoramento visando
tolerancia a estresses abidticos em leguminosas forrageiras
poderiam reduzir esses efeitos, aumentando a producéo e
qualidade de forragem também em areas que apresentem
toxidez por alumino. No entanto, geralmente esse
procedimento é limitado pelo modo de reprodugdo destas
espécies (alogamia) e pela complexidade das respostas
fisiologicas e metabdlicas aos estresses. Acrescenta-se a
isso a limitada quantidade de informacdo disponivel a
respeito dessas espécies.

Como os genomas de algumas espécies forrageiras
sdo altamente relacionados ao genoma de Lotus
japonicus, uma espécie diploide modelo que possui um
mapa genético bem desenvolvido (Gueta-Dahan etal., 1997)
e caracterizacgdo e identificacdo de individuos diploides
contrastantes quanto a tolerancia ao aluminio poderia
facilitaraidentificacdo das regifes genémicas responsaveis
por essa caracteristica, pelo uso de marcadores desenvolvidos
para essa espécie modelo.

No caso da acidez do solo, a caracterizacdo em vasos
contendo solo acido serviria para embasar futuras selecdes
de materiais cultivados, mais convenientes as necessidades
locais, entretanto, segundo Samac & Tesfaye (2003), essa
metodologia se torna muito trabalhosa e demorada devido
a dificuldade na coleta e processamento de grandes
volumes de solo, do tempo para correcdo do solo e da
dificuldade de coletar solo representativo do horizonte A.
O uso ou adaptacdo de técnicas com solucdo nutritiva que
avaliemas plantas em seu estadio inicial permite caracterizar
mais genotipos, de maneira mais simples, em um curto
periodo de tempo, evitando os inconvenientes acima
citados (Menosso, 2000).

Objetivou-se comeste trabalho avaliar o efeito da correcéo
daacidez do solo no desenvolvimento de quatro genotipos de
trés espéciesdiploides do género Lotus; estudar aeficiéncia
de um método rapido utilizando plantulas em solucéo
nutritiva para verificar a tolerancia ao aluminio téxico,
comparando os resultados obtidos com os experimentos
realizados em solo acido; e caracterizar em solucdo nutritiva
a tolerancia ao aluminio de 180 linhas endogamicas
recombinantes (LER) originadas a partir do cruzamento de
L. japonicus com L. japonicus, L. burtii e L. filicaulis.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-
vegetacdo entre junho de 2005 e outubro de 2008. Foram
realizados oito experimentos: um para caracterizacdo das
espécies diploidesem solo acido com diferentes saturacdes
de aluminio; um para a caracterizacdo precoce dessas
mesmas espécies em solucdo nutritiva com diferentes
concentracdes de aluminio e seis experimentos para o
teste das linhas endogamicas recombinantes na concentracao
50 umol/L (uM) de aluminio. Essa concentra¢do de aluminio
foi baseada em resultados coletados em experimentos
preliminares.

Foram testados quatro genétipos diploides de trés
espécies do género Lotus (L. japonicus GIFU e MG-20,
L. burtii e L. filicaulis) e 180 linhas endogamicas
recombinantes (63 provenientes de L. japonicus (MG1 até
MG128, além dos genotipos KOREA e CHURUI), 87
provenientes do cruzamento entre L. burtii x L. japonicus
GIFU (GLB1até GLB198) e 30 provenientes do cruzamento
entre L. japonicus x L. filicaulis (NS1 até NS180).
Adicionalmente, utilizaram-se a alfafa crioula, espécie
sensivel ao aluminio, como testemunhano experimento com
espécies dipldides (solo acido e solugdo nutritiva) e o
ecotipo GIFU para os experimentos com as linhas
endogamicas recombinantes.

Para a caracterizacdo dos genotipos em solo acido,
utilizou-se solo coletado em junho de 2005 no municipio de
André da Rocha, em area de beira de estrada, vegetada por
campo nativo, que apresenta ocorréncia de Latossolo
Vermelho Distroférrico tipico (comissdo de quimica e
fertilidade do solo - RS/SC, 2004). O solo foi seco ao ar,
destorroado, peneirado e acondicionado em potes plasticos
com capacidade para 1,5 kg. Foi realizada analise fisico-
quimicadeste solo (Tabela 1), cujos valores de pH, CTC pH
7,0, saturacdo por bases e saturacdo por aluminio foram
interpretados como muito baixo, médio, muito baixo e alto,
respectivamente (comissdo de quimica e fertilidade do
solo - RS/SC, 2004).

Realizou-se em cada pote isoladamente das cinco
repeticBes, aaplicacdo de seis niveis de calagem, em doses
equivalentesa 0; 12,5; 25; 50; 50 e 100% da dose indicada

Tabela 1 - Caracterizacdo fisico-quimica do solo coletado no municipio de André da Rocha, Rio Grande do Sul, em junho de 2005

Argila pH indice K Ca troc Mg troc
% H20 SMP mg/dm3 cmols/dm3
> 60 4,8 5,0 32 0,5 0,3
Al troc H+AI CTC efetiva CTC pH 7,0 Sat Al Sat bases MO
—————— cmols/dm3 — — — — — — —_———— % ————— —
4,6 13,3 5,5 14,2 82,5 7,1 2,2
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pelo indice SMP para se obter pH 6,0, com base nas
recomendacdes da Comissdo de Quimica e Fertilidade do
Solo — Rio Grande do Sul/Santa Catarina (2004). O valor
100% SMP para este solo foi de 9,9 t/ha. Paraa correcdo do
solo, foi utilizada uma mistura de carbonato de calcio e
carbonato de magnésio (3:1). Com intuito de acelerar o
processo de reacdo do carbonato no solo, foram realizados
revolvimentos no solo incubado semanalmente.

Os seis niveis de corregdo implementados foram
novamente avaliados ap6s 80 dias de incubacdo,
correspondendo aos valores de saturacdo por aluminio
(Tabela2).

Apbs o periodo de incubacdo, em 5/1/2006, foram
semeadas aproximadamente 20 sementes/vaso de cada um
das cinco populacdes tetraploides. Em cada vaso, foram
aplicados o equivalente a 100 mg de N, 100 mg de P,Og &
100 mg de K,0, como ureia, superfosfato triplo e cloreto de
potassio, na ocasido da semeadura.

Quando as plantas apresentavam em média 2 a 3 folhas
trifolioladas, realizou-se um desbaste de homogeneizacao,
deixando-se apenas 10 plantas por vaso.

Apds 60 dias (3/3/2006) de crescimento, avaliaram-se a
altura das plantas com auxilio de uma régua graduada em
mm, o nimero de ramificacdes, pelacontagem dos ramos, a
areafoliar, comauxilio de um planimetro 6tico (Licor, modelo
L1-6200), e amatériaseca da parte aérea, pela pesagem das
hastes e folhas ap0s a secagem por 72 horas em estufa de
circulacdo de ar com temperatura de 65°C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢Oes. Foram realizadas analises
de varianciaem esquema fatorial 4 x 6 para as caracteristicas
avaliadas, utilizando-se o teste de Tukey a 5% de
probabilidade para a comparagdo, pelo pacote estatistico
SAS (SAS Institute, 2001). Utilizou-se teste Tukey pelo fato
de que objetivo principal do trabalho foi identificar a
variabilidade dos germoplasmas em cada nivel isoladamente
e ndo o comportamento isolado de cada germoplasma nos
diferentes niveis.

A selecdo de plantas em solucgdo nutritiva foi baseada
na metodologia desenvolvida para soja, descrita por
Menosso et al. (2000). As sementes foram colocadas sobre

papel germinador em caixas tipo gerbox. As caixas foram
mantidas em condi¢Ges de casa-de-vegetacdo, visando
garantir iluminagcdo adequada, evitando assim o
estiolamento. Foram utilizadas trés repeticdes formadas por
seis plantulas cada, utilizadas apés sete dias, quando as
radiculas ja apresentavam pelo menos 10 mm. Foram
utilizadas Iaminas de poliestireno expandido (isopor®) para
a sustentacdo das plantas na solucdo, sendo estas
conduzidas em bandejas plasticas com capacidade para
5 L de solugédo durante um periodo de 23 dias, totalizando
30dias de experimento.

As solucges utilizadas foram baseadas em Wenzl et al.
(2001), compostas por: 200 pmol/L (pM) de Ca2*
(CacCl,.2H,0) e quatro doses de aluminio (0, 50, 100 ou
200 pM de Al, AICI;.7H,0). Essas quatro solugdes foram
utilizadas desde o momento da semeadura. O pH das
solucdes foi ajustado para 4,2 e as solu¢bes eram trocadas
a cada trés dias, visando evitar o acimulo de exsudados e
aalteracdo das concentracdes de aluminio e Ca2*. O volume
de 4gua era completado quando necessario. A solucao foi
aerada com compressores com capacidade de 40 L/hora.

Foram avaliados o comprimento radicular inicial (aos
sete dias apds a germinacdo) e final (20 dias apds a
germinacdo), o crescimento radicular (comprimento final
subtraido do comprimento inicial) e o nimero de ramificaces
radiculares apés 20 dias de cultivo. A partir dos resultados,
calcularam-se, de acordo com Wenzl et al. (2001), o
crescimento radicular relativo (CRR) eaatividade de aluminio
requerida para decrescer o crescimento radicular relativo
para50% ({Al*3}c).

O crescimento radicular relativo (CRR) foi obtido pela
equagdo CRR =100. [(CR;— CRJ)/(CR,—CRd)], em que
CRy; crescimento radicular na presenca de determinada
concentracdo de Al; CRo: crescimento residual em niveis de
aluminio suficientes para saturar o crescimento radicular e
CR,: crescimento medio das raizes naauséncia de aluminio.

Odelineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com trésrepeticdes. Foram realizadas analises
de variancia para crescimento radicular, crescimento
radicular relativo, nimero de ramificacdes radiculares,
crescimento inicial e final. Utilizou-se o teste de Tukey a 5%

Tabela 2 - pH dosolo, saturagéo por aluminio, calcio e magnésio trocaveis em solo acido ap6s incubagao submetido a seis niveis de corregdo

da acidez do solo

Atributo % de correcdo da acidez do solo

0 12,5 25 50 75 100
pH do solo 4,31 4,57 4,65 4,80 5,10 6,15
Saturagdo por Al (%) 57,9 34,4 32,5 22,2 14,1 0
Ca trocavel (cmols/dm?3) 0,5 1,6 3,3 5,7 7,8 10,4
Mg trocavel (cmols/dm3) 0,3 0,8 1,8 2,6 3,1 4,2
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de probabilidade para comparacdo das médias, sendo as
analises realizadas pelo pacote estatistico SAS (SAS
Institute, 2001).

Para caracterizacdo das linhas endogamicas
recombinantes em solucdo nutritiva, foi usada a mesma
metodologia dos experimentos de caracterizacdo para
espécies dipldides em solucdo nutritiva descrito
anteriormente. Foram utilizadas trés repeticdes formadas
por cinco plantulas cada, avaliadas 20 dias apos a
semeadura. Utilizou-se apenas a concentracdo 50 pM de
aluminio, que se mostrou mais adequada na avaliacdo das
espécies diploides.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Foi avaliado apenas o
comprimento final da raiz ap6s 20 dias de crescimento nas
bandejas, realizando-se analise de variancia seguida de
teste de Dunneta 10% de probabilidade paraacomparacdo
de médias, utilizando-se o ec6tipo GIFU como controle.

Resultados e Discussao

Paraamatériasecadaparte aérea, observou-se diferenca
significativa entre genétipos, com interacdo significativa
(P<0,0001) entre os niveis de aluminio e as espécies avaliadas
(Figural).

Comparando as espécies em mesma saturacdo por
aluminio, observou-se que, em situagdes moderadas (14,1%
e 22,2%), a espécie L. japonicus MG-20 destacou-se das
demais. Na saturacdo de 14,1%, destacaram-se ainda a
alfafa e a espécie L. japonicus GIFU. Sabendo-se que a

0,15 4
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Z 005 8 2 a
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Saturacao por aluminio (%)

Letras minusculas e maiusculas indicam diferencas significativas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade entre os valores de saturagdo por aluminio de um
mesmo germoplasma e entre os germoplasmas em determinado valor de saturagdo
por aluminio, respectivamente.

Figural- Matéria seca da parte aérea de quatro genétipos
diploides de Lotus e de alfafa submetidos a seis niveis
de saturacdo por aluminio.

alfafa é reconhecidamente uma espécie sensivel ao
aluminio (Wheeler & Dodd, 1995), a producdo de matéria
seca da parte aérea neste tratamento sugere que o efeito
do aluminio neste nivel de saturacao foi baixo. A partir do
tratamento 14,1% de saturacdo por aluminio, observou-se
significativa reducdo na producdo de MS da parte aérea da
alfafa, com decréscimo de mais de 30% quando os valores
dasaturacdo aumentaram para 22,2%. Esse comportamento
também foi observado para a espécie L. burtii, que
apresentou mais de 20% de reducao na producéo de MS da
parte aérea. As demais espécies testadas (L. japonicus
GIFU e MG-20eL.filicaulis) ndo apresentaram reducéo na
MS da parte aérea paranivel 14,1% de saturagdo por aluminio.
Niveis de 32,5% de saturagdo por aluminio reduzirama
MS da parte aérea em todas as espécies avaliadas. As
espécies apresentaram de modo geral cerca de 20% da MS
da parte aérea maxima observada, exceto em L. burtii, cujo
valor de MS da parte aérea decresceu em 35%. Na espécie
controle (alfafa), a reducdo chegou a 50% neste nivel.
Em situacBes de elevada toxidez por aluminio (saturacéo
de 34,4%), a espécie L. japonicus GIFU foi superior as
demais espécies, que apresentaram reducao de mais de 50%
da MS da parte aérea em relacdo as maiores producdes
obtidas. Comportamento semelhante foi observado no maior
nivel de aluminio (saturacdo de 57,9%). Apesar de aespécie
L. japonicus GIFU ter sido superior quanto a producao de
MS da parte aérea, ocorreu limitacdo severa da producgéo
neste nivel para todas as espécies. De maneira geral, 0s
resultados da MS da parte aérea encontrados neste trabalho
apresentaram resposta similar a encontrada em
caracterizacdo prévia (Santosetal., 2006).
Comparando-se a MS da parte aérea de cada espécie
nos niveis de saturacdo por aluminio, observou-se que
L. japonicus MG-20 e alfafa apresentaram as maiores
variacdes entre os niveis de correcdo. Comparando as
maiores e as menores producdes destas espécies,
observou-se reducdo de 93,4 € 90,2%, respectivamente, na
MS da parte aérea. As espécies L. burtii e L. japonicus
GIFU apresentaram variagdo intermediaria, com reducao
naordem de 80,91 e 71,56%, respectivamente. Ja a espécie
L. filicaulis foi a que apresentou menor variacdo na MS da
parte aéreaem relacdo a correcdo do solo, com apenas 57%
de reducdo. Esses resultados mostram que essa variavel e
a tolerancia ao aluminio sdo inversamente proporcionais.
Essa caracteristica tem sido observada por autores como
Foyetal. (1996) e Maetal. (2001), que citaram a existéncia
de um custo metabélico datolerancia, de modo que genotipos
mais tolerantes desenvolveram mecanismos diferenciados,
que, na auséncia do estresse, deslocam recursos que
poderiam ser alocados para crescimento. Como as plantas
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geralmente sdo destinadas a areas parcialmente corrigidas,
commoderada saturacdo de aluminio, espécies com elevado
decréscimo na producdo, assim como espécies que
mantenham baixa producdo independente da saturagéo por
aluminio, ndo sdo os genotipos mais indicados. Deve-se
buscar equilibrio entre a produgdo e saturagdo por aluminio.
Para este estudo, ambos os ecotipos da espécie modelo
L. japonicus (MG-20 e GIFU) foram os mais produtivos
nas condicdes de moderada saturagcdo, com destaque para
aespécie L. japonicus GIFU, que também foi superiorem
situacdes elevadas de toxidez por aluminio.

Em auséncia de saturacdo por aluminio, observou-se
reducdo na MS da parte aérea em todas as espécies, porém
essa reducdo foi menos acentuada em alfafae L. japonicus
MG-20. Entre as explicacGes para o efeito depressivo desse
nivel de calagem, poderiaestar alguma limitacdo nutricional
decorrente dabaixa disponibilidade de nutrientes em fungéo
da elevacdo do pH e da inibicdo competitiva de alguns
cations causada pelo possivel excesso de Ca*? e Mg*2
(Tabela 2). Deficiéncias de micronutrientes, como zinco,
boro e manganés, podem ocorrer em situagdes de correcao
excessiva, causando reducdo do rendimento nestas
situacdes (Volkweissetal., 1992).

Na caracterizacdo em solugdo nutritiva, o comprimento
radicular aos 20 dias (CF) apresentou interacdo entre as
espécies avaliadas e os niveis de aluminio (P<0,0001). Na
auséncia de aluminio na solugdo nutritiva, a alfafa
apresentou comprimento radicular de 16,2 cm, cerca de
3 a 4 vezes superior ao das espécies diploides de Lotus
avaliadas. Entre as espécies de Lotus avaliadas nesta
solucdo, L. japonicus MG-20 apresentou comprimento
radicular superior (5,6 cm) as demais, que nao diferiram
entre si e apresentaram média de 3,25cm (Figura 2).

Apresencade 50 pM de aluminio reduziu drasticamente
o crescimento radicular da alfafa (88%), confirmando a
sensibilidade dessa espécie ao aluminio téxico. Nesta
concentracdo de aluminio, todos os gendtipos de Lotus
avaliados mantiveram o comprimento radicular final
semelhante ao tratamento sem aluminio. Destaca-se
novamente a espécie modelo L. japonicus MG-20, que foi
superiores a todas as demais espécies. As concentracdes
de 100 e 200 uM de aluminio reduziram significativamente
o comprimento de todas as espécies de Lotus em relagdo a
concentracdo de 50 uM de aluminio (P<0,0001), sendo que
a espécie L. japonicus MG-20 continuou apresentando
maior comprimento radicular final (P<0,0001). J4 a alfafa,
apresentoucomprimento radicular final semelhante entre
0s niveis entre 50 e 200 uM de aluminio, resultado de
umaamplareducao do comprimento radicular final jano
nivel 50 uM.
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Letras minGsculas e maitsculas indicam diferengas significativas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade entre os valores de saturacdo por Al de um mesmo
germoplasma e entre os germoplasmas em determinado valor de saturagdo por Al,
respectivamente.

Figura 2 - Comprimento da raiz principal de quatro genotipos
diploides de Lotus e alfafa crioula cultivadas durante
20 dias em solucdo nutritiva contendo diferentes
niveis de aluminio.

Para o crescimento radicular também foi observada
interacdo entre as espécies avaliadas e as concentracdes de
aluminio utilizadas (P<0001). Naausénciado metal, aalfafa
apresentou crescimento radicular (14,2 cm), superior atodas
as espécies de Lotus. Entre estas espécies, destacou-se a
espécie modelo L. japonicus MG-20 (P<0,001), com média
de 4,18 cm, contra 2,2 cm das demais espécies (Figura 3).

A concentracdo de 50 pM de aluminio foi suficiente
paraestagnar o crescimento radicular da alfafae ndo afetou
nenhuma das espécies de Lotus testadas. Comportamento
diferenciado foi observado naespécie modelo L. japonicus
MG-20, que apresentou melhor crescimento superior em
relagdo a auséncia do aluminio (P<0,001). Isso pode estar
relacionado aum fendmeno denominado hormese, ja descrito
na literatura (Oller et al., 2004). Esse comportamento diz
respeito a estimulos em baixas concentracdes e inibicdo em
concentracdes mais elevadas de aluminio. Esse efeito foi
recentemente também descrito através da analise de danos
na estrutura do DNA de Allium cepa (Achary & Panda,
2010), quando os autores descreveram um papel protetor
observado em baixas concentragdes de aluminio.

A concentracao 100 uM de aluminio afetou o crescimento
radicular de todas as espécies de Lotus, com reducdo de
mais de 70%. Mesmo nessas condicdes, a espécie modelo
L. japonicus MG-20 novamente se destacou dos demais,
com crescimento 150% superior a espécie modelo
L. japonicus GIFU, e mais de 300% superior as espécies
L. filicaulis e L. burtii. O comportamento observado neste
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Letras minGsculas e maitsculas indicam diferengas significativas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade entre os valores de saturacdo por Al de um mesmo
germoplasma e entre os germoplasmas em determinado valor de saturagdo por Al,
respectivamente.

Figura 3 - Crescimento radicular de quatro germoplasmas
diploides de Lotus e alfafa crioula cultivadas em solugéo
nutritiva contendo diferentes concentracdes de
aluminio.

tratamento indica que 50 pM de aluminio seria a
concentracdo limite para a manutencdo do crescimento
radicular nas espécies diploides. Comparando aos
resultados obtidos em germoplasmas de cornich&o (Santos,
2009), observa-se que esses germoplasmas apresentam
maior tolerancia ao aluminio e suportam niveis de até
100 uM desse metal em solugéo.

O nivel 200 uM de aluminio inibiu quase totalmente o
crescimento radicular de todas as espécies, demonstrando
ter sido extremamente toxico. Pela analise do crescimento
radicular relativo, observaram-se resultados contraditorios
aqueles observados para crescimento radicular (Figura 4).

A padronizacao do crescimento naausénciade aluminio
realizada pela analise do crescimento radicular relativo
permitiu uma equiparacao percentual equilibrada, mesmo
em espécies com caracteristica de crescimento distintas. No
caso deste experimento, pode-se equiparar o crescimento
da alfafa (espécie mais precoce no desenvolvimento
radicular) comas espéciesdiploides de Lotus. Destaforma,
ao se avaliar a concentragdo 50 pM de aluminio, observou-se
aformacdo de quatro grupos, distintos entre si (P<0,01). O
maior crescimento radicular relativo foi observado naespécie
L. japonicus MG-20, seguida de L. japonicus GIFU; o
terceiro grupo foi formado por L. filicaulis e L.burtii e,
por ultimo, aalfafa, com crescimento radicular relativo zero,
ja na concentragdo de 50 uM de aluminio. Assim como
observado no crescimento relativo, aconcentragdo 100 uM
de aluminio limitou drasticamente o crescimento radicular

150 ~

[>
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8 L. burtii

100 ~ @ L. filicaulis

O L. japonicus GIFU
0O L. japonicus MG-20

‘ =]

75 4

50 4
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Crescimento radicular relativo (%)

D ct

0 50 100 200
Concentraces de aluminio (UM)

Letras minusculas diferem os genétipos dentro de cada dose pelo teste Tukey a
5% de probabilidade.

Figura 4 - Crescimento radicular relativo em quatro germoplasmas
diploides de Lotus e em alfafa cultivadas em solucao
nutritiva por um periodo de 30 dias.

relativo em todos os genotipos avaliados, com destaque
positivo para a espécie L. japonicus MG-20.

Na solugdo com 200 uM de aluminio, novamente
observaram-se diferentes comportamentos para o
crescimento radicular com o crescimento radicular relativo.
Neste tltimo, a espécie L. japonicus GIFU se destacou das
demais neste nivel de aluminio. Por se tratar de uma equacéo
que inclui uma proporgéo entre o crescimento radicularem
diferentes niveis, espécies com crescimento radicular menor
naausénciade aluminio apresentardo crescimento radicular
relativo superior em niveis mais drasticos de aluminio,
mesmo que os valores de crescimento radicular nesses
niveis sejam semelhantes, como foi o caso do crescimento
radicular relativo das espécies modelo L. japonicus MG-20
e GIFU na concentracéo de 200 uM de aluminio.

Das quatro solugdes utilizados na caracterizacdo das
espécies diploides, o que continha 50 uM de aluminio
apresentou maior variabilidade entre os germoplasmas. Por
este motivo, a comparacdo das linhas endogamicas
recombinantes foi realizada nesta concentragédo de aluminio.

Das 63 linhas endogdmicas recombinantes provenientes
de L. japonicus, dez apresentaram comprimento radicular
superior e onze inferior (P<0,10) em relacdo a testemunha
(L. japonicus GIFU). Como destaque das tolerantes
podem-se citar os genétipos KOREA, CHURUI, MGs35, 46,
79, 82,100,109, 115€e 117 e, como sensiveis, 0s genotipos
MGs12, 29, 39, 49, 62, 71d, 74,75, 101, 111 e 123. Ampla
variabilidade de resposta pdde ser observada entre as
linhas endogdmicas recombinantes. Analisando os extremos,
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observou-se um comprimento radicular mais de 40%
superior nas linhas endogadmicas recombinantes KOREA e
MGs79,82,100,115e 117 e maisde 50% inferior nas linhas
endogamicas recombinantes MG-39 e 123, em relacdo ao
ecotipo GIFU.

Com relacdo as 87 linhas endogamicas recombinantes
provenientes do cruzamento entre L. japonicus GIFU x
L. burtii, observaram-se nove genétipos tolerantes (GLBS5,
8, 28,38, 61, 98, 99, 169 e 175) e vinte e trés sensiveis em
relacdoaogenotipo GIFU (GLB1,4,13,27,35,37,43,44,52,
63,64,67,69,73,74,89,95,107,108, 184,188,190 198).
Novamente, umaampladiversidade de respostatambém foi
encontrada neste conjunto de linhas endogdmicas
recombinantes. Aslinhas GLB 5, 99 e 169 apresentaram-se
mais de 50% superiores ao ecotipo GIFU, enquanto que as
linhas endogamicas recombinantes GLB 4, 68 e 95
apresentaram mais de 50% de reducdo em relacdo a este
mesmo ecotipo.

Ja no teste dos 30 gendtipos provenientes de
L. japonicus x L. filicaulis, foram observados seis genotipos
superiores (NS53, 61, 92, 95,141 e 177) e cinco inferiores
(NS16,33, 81, 116 e 173). Neste grupo de plantas, a
variabilidade encontrada foi superior ados demais. A linha
NS 92 apresentou comprimento radicular 166% superior ao
do ec6tipo GIFU. Adicionalmente, as linhas endogamicas
recombinantes NS 141 e 177 foram cerca de 50% superior a
este ecétipo. Poroutro lado,aLER NS 16 apresentou apenas
76% de reducdo do comprimento radicular, enquanto as
linhas NS 33 e 116 apresentaram reducéo de cerca de 40%
emrelacdo ao ecétipo GIFU.

Alta variabilidade para a tolerancia ao aluminio vem
sendo citada por diversos autores (Delhaize et al., 1995;
Ma et al., 2001; Ermolayev et al., 2003) e isso indica que
alguns gendtipos ou espécies de plantas desenvolveram
mecanismos de sobrevivéncia a este estresse. Essas
estratégias de tolerancia podem envolver exclusdo do
aluminio radicular e/ou neutraliza¢do do aluminio toxico
dentro dacélula (Samac & Tesfaye, 2003) e podem estar se
expressando de maneiras distintas nas diversas linhas
endogamicas recombinantes avaliadas.

Conclusdes

Niveis entre 20 e 35% de saturagdo por aluminio no solo
e de 50 uM de aluminio em solucéo de cultivo sdo adequados
para a selecdo de plantas visando tolerancia a toxidez por
aluminio. O crescimento radicular relativo é a variavel que

melhor distingue os genotipos em solucdo nutritiva. Os
ecotipos MG-20 e GIFU apresentam maior tolerdncia ao
aluminio, enquanto L. filicaullis ¢ a espécie de menor
producdo. Ha grande variabilidade nas linhas endogamicas
recombinantes avaliadas, e individuos contrastantes podem
ser utilizados em analises moleculares com o objetivo de
identificar regiGes gendmicas responsaveis pelatolerancia
ou sensibilidade ao aluminio.
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